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Introdução: Estudos prévios mostram que manipulações nas primeiras semanas de 
vida, em ratos, resultam em alterações comportamentais, neuroquimícas e 
neuroendócrinas no adulto, que podem ser consideradas benéficas ou não. Assim, 
a estimulação neonatal (EN) resulta em redução da resposta de estresse, enquanto 
que a separação materna (SM) leva a um aumento da resposta de estresse. 
Objetivo: Verificar os efeitos da EN e SM na memória de ratos Wistar adultos, 
medida pelo condicionamento de medo ao contexto (hipocampo-dependente) e de 
medo ao som (hipocampo-independente). 
Materiais e métodos: Após o nascimento, as ninhadas foram distribuídas em três 
grupos: CTL: não foram perturbadas até o desmame (22 dias pós-natal); EN: foram 
separadas da mãe por 15 min e SM: separadas da mãe por 3 h, dos dias 2 a 14 de 
vida. Com 3 meses de idade os animais foram submetidos a: 1) condicionamento 
de medo ao contexto (protocolo de 2 dias: treino/teste); 2) condicionamento de 
medo ao som; 3) teste de sensibilidade ao choque, seguido, uma semana depois, 
pelo teste de curva de aprendizagem no condicionamento de medo ao contexto 
que consistiu em 4 dias de treino onde o animal recebeu 2 choques por dia e no 5º 
dia (teste) o animal não recebeu estímulo algum. A medida utilizada para análise 
das tarefas utilizadas foi o tempo de congelamento. Para todas as tarefas 
mencionadas foram utilizados grupos diferentes que foram sacrificados nos 
seguintes tempos: basal, 5, 25, ou 45 min após o teste, coletando-se o sangue 
para análises das concentrações plasmáticas de CORT e ACTH. Resultados: Não 
houve diferença entre os grupos no tempo de congelamento avaliado no 
condicionamento de medo ao contexto. Porém, os animais EN apresentaram um 
retorno mais rápido das concentrações de corticosterona aos valores basais, 
indicando um sistema de retroalimentação negativa mais eficiente do que os ratos 
CTL e SM após essa tarefa. No condicionamento de medo ao som, todos os grupos 
apresentaram tempo de congelamento e níveis hormonais semelhantes. No 
experimento de curva de aprendizagem, observou-se que a SM retardou a 
aprendizagem da tarefa, em relação aos outros dois grupos, embora os animais 
não tivessem apresentado diferença na sensibilidade ao choque. Em conclusão, a 
estimulação neonatal não produziu melhora, nem tampouco a separação materna 
resultou em piora no aprendizado das tarefas utilizadas, embora tenhamos 
 10
observado um discreto retardo do grupo SM na curva de aprendizagem na tarefa 

























O estresse é um fator de risco para uma série de doenças, entre as quais 
incluem-se doenças metabólicas, cardiovasculares e psiquiátricas. As vias pelas 
quais os eventos estressantes podem promover alterações tão variadas envolvem 
os mesmos hormônios que garantem a sobrevivência do organismo em situações de 
estresse. A liberação de adrenalina pela medula adrenal e de glicocorticóides (GC 
- cortisol em humanos e corticosterona [CORT] em ratos) pelo córtex adrenal 
resulta em catabolismo, aumento de lipólise e mobilização de estoques de glicose, 
cuja finalidade primordial é aumentar a disponibilidade e distribuição de 
substratos energéticos (Levine & Ursin, 1991; Sapolsky et al, 2000). Além disso, os 
hormônios adrenais e a ativação de sistemas centrais do hormônio liberador de 
corticotropina (CRH) também medeiam as respostas emocionais e 
comportamentais induzidas por estresse. Por exemplo, em animais de laboratório, 
a administração i.c.v. de CRH produz alterações fisiológicas e comportamentais 
quase idênticas àquelas resultantes da resposta de estresse, como aumento da 
freqüência cardíaca e da pressão arterial, supressão do comportamento 
exploratório em ambiente desconhecido, indução de comportamento de 
“grooming”, redução de comportamento alimentar e sexual (Arborelius et al, 
1999).  
Durante as situações de estresse, diversas respostas adaptativas são exibidas, 
como por exemplo, hipervigilância, atenção voltada para o ambiente e melhora da 
aprendizagem e memória para estímulos emocionais relevantes (Caldji et al, 
2000). Entretanto, a ativação crônica desses sistemas pode promover hipertensão, 
imunossupressão, diabete, ansiedade, disforia, distúrbios de sono, etc (Stratakis & 
Chrousos, 1995).  
A despeito dos riscos associados ao estresse crônico, parecem existir 
características próprias que tornam o indivíduo mais ou menos vulnerável a essa 
condição, aumentando ou não a probabilidade de ocorrência de doenças 
relacionadas ao estresse. A qualidade da relação familiar na idade precoce pode 
ser determinante para a vulnerabilidade a doenças na idade adulta (Figura 1). 
Assim, a perda de um dos pais na infância aumenta o risco para depressão maior e 
para distúrbios de ansiedade (Kendler et al, 1992). Estudos experimentais também 
mostram que a ocorrência de estresse no início da vida pode promover alterações 
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permanentes em diversos sistemas de neurotransmissão e estruturas cerebrais 



















Figura 1 – Ilustração dos possíveis eventos que podem influenciar o desenvolvimento das respostas 
fisiológicas e comportamentais de mamíferos a estímulos estressantes. O esquema exemplifica a 
interação entre o genoma e o ambiente neonatal na determinação de características de resiliência 
ou vulnerabilidade (adaptado de Plotsky PM, Congresso da Sociedade Internacional de 
Psiconeuroendocrinologia, Montreal, 2005) 
 
 
1.1. A ontogênese da resposta do eixo Hipotálamo-Hipófise-Adrenal (HPA) ao 
estresse  
Enquanto ratos adultos secretam GC de maneira circadiana e em resposta a 
estímulos estressantes, o neonato apresenta uma fase conhecida como “período 
de hiporresponsividade ao estresse” (PHRE), que se estende entre os dias 4 e 14 
de vida. Esse período é caracterizado por uma redução na sensibilidade das 
glândulas adrenais ao hormônio adrenocorticotrófico (ACTH). Até mesmo a 
administração exógena de ACTH não induz uma secreção substancial de CORT 
(Rosenfeld et al, 1991; Rosenfeld et al, 1992). Esse período é essencial para o 
desenvolvimento normal do organismo, pois níveis excessivos ou escassos de CORT 
prejudicam o desenvolvimento do sistema nervoso central (Meyer, 1985).  
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As teorias formuladas para explicar o PHRE incluem fatores intrínsecos ao 
organismo, tais como imaturidade das vias neuronais que se projetam ao 
hipotálamo (De Kloet et al, 1988). Atualmente, existem evidências indicando que 
a inibição do eixo HPA do filhote ocorre por uma ação direta dos cuidados 
maternos (Cirulli et al, 1992; Levine et al, 1991; Rosenfeld et al, 1993; Suchecki 
et al, 1993b). Assim, filhotes privados da mãe por 24 h apresentam um aumento 
dos níveis basais de CORT e induzidos por ACTH e estresse (Levine et al, 1991), 
além de aumento dos níveis plasmáticos de ACTH em resposta a estresse brando 
(Suchecki et al, 1993a). A liberação de CORT é principalmente regulada pela 
amamentação (Rosenfeld et al, 1993), enquanto que a liberação de ACTH é 
completamente inibida pela limpeza anogenital (Suchecki et al, 1993b). Portanto, 
distúrbios na relação mãe-filhote são capazes de modificar a ontogênese da 
atividade do eixo HPA (Rosenfeld et al, 1993; Suchecki et al, 1993b).  
Dessa forma, modelos animais de estresse precoce podem fornecer subsídios 
para a compreensão da fisiopatologia de diversos distúrbios do SNC nos quais a 
desregulação do eixo HPA está envolvida. Entre os paradigmas de manipulação 
precoce, descritos na literatura, daremos ênfase à Separação Materna (SM) e à 
Estimulação Neonatal (EN). Embora os efeitos desses paradigmas na atividade do 
eixo HPA estejam relativamente bem explorados, existem poucas descrições na 
literatura a respeito de sua influência na memória.  
 
1.2. As Manipulações e seus Efeitos em Parâmetros Relacionados ao Estresse 
O desenvolvimento de mamíferos é caracterizado por longos períodos de 
dependência dos cuidados maternos. A mãe fornece nutrientes, calor, estimulação 
tátil e proteção, para citar apenas alguns dos comportamentos mais óbvios. Menos 
óbvio, entretanto, é o papel regulador que a mãe exerce sobre a fisiologia do 
filhote. Por exemplo, a separação da mãe resulta em redução das freqüências 
cardíaca e respiratória e da secreção de hormônio de crescimento no filhote 
(Hofer, 1984; Hofer, 1973, Kacsoh et al, 1990; Khun et al, 1990).  
Os cuidados maternos também determinam o desenvolvimento da resposta 
hormonal e comportamental das proles adultas ao estresse. Existem variações 
naturais nos comportamentos maternos de lamber e limpar os filhotes e de 
amamentação com as costas arqueadas (ao invés de deitar-se de lado). Essas 
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variações podem determinar o futuro padrão de resposta dos filhotes ao estresse. 
Assim, filhotes de mães que espontaneamente são mais cuidadosas apresentam 
menor ativação do eixo HPA ao estresse, maior densidade de receptores 
glicocorticóides no hipocampo (envolvidos no sistema de retroalimentação 
negativa da CORT) e menores níveis de RNAm de CRH (Liu et al, 1997). Além disso, 
filhotes de mães que exibem muito comportamento de lamber/limpar e 
amamentação com as costas arqueadas apresentam menos comportamento de 
medo frente a um alimento novo, aumento da densidade de receptores 
benzodiazepínicos na amígdala e locus coeruleus, aumento da densidade de 
receptores α2-adrenérgicos e redução de receptores de CRH no locus coeruleus 
(Caldji et al, 2000), resultando em um sistema noradrenérgico menos ativo.  
 
1.2.1. Estimulação neonatal ou “early handling” 
Acredita-se que os efeitos da estimulação neonatal sejam mediados por 
alterações da relação mãe-filhote, que por sua vez modificam os cuidados 
maternos. Mais especificamente, as mães de filhotes submetidos à EN despendem 
o mesmo tempo com a ninhada, porém apresentam mais comportamentos de 
lamber/limpar e amamentação com as costas arqueadas, quando comparadas às 
mães de filhotes não manipulados. Esse aumento dos cuidados maternos, induzido 
pela EN parece ser devido, em parte, ao aumento da vocalização ultra-sônica 
emitida pelos filhotes (Bell et al, 1971).  
Animais adultos, submetidos à EN exibem atenuação do comportamento de 
medo em ambientes novos e diminuição da resposta do eixo HPA a vários tipos de 
estímulos. Além de exibirem menor liberação de ACTH e CORT (Levine, 1962; 
Plotsky & Meaney, 1993), o retorno aos níveis basais após o estresse é mais rápido. 
A resposta hormonal integrada é, em geral, 40 a 50% menor nesses animais, 
quando comparados a controles (CTL) não manipulados. O aumento da eficiência 
do sistema de retroalimentação negativa da CORT deve-se ao aumento da 
capacidade de ligação dos receptores glicocorticóides no hipocampo e córtex 
frontal, duas regiões intimamente relacionadas com a atividade do eixo HPA (para 
revisão, ver Meaney et al, 1996). Essas diferenças persistem até a idade avançada 
dos animais (Kim & Yoon, 1998; Meaney et al, 1988, Meaney et al, 1989). 
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Em comparação com animais controle não manipulados, observa-se redução 
da expressão de RNAm do CRH no hipotálamo e da concentração de CRH na 
eminência mediana em animais EN (Plotsky & Meaney, 1993).  
 
1.2.2. Separação Materna 
Vários estudos têm sido conduzidos para examinar os efeitos neurobiológicos 
da SM, e mostram que essa manipulação produz aumento do tônus de CRH e de 
noradrenalina (NA) na idade adulta. A separação materna por 6 h durante as três 
primeiras semanas de vida produz aumento dos níveis de ACTH basais e induzidos 
por estresse, além de redução dos receptores para CRH na hipófise, sugerindo 
aumento da produção e secreção deste neuropeptídeo (Ladd et al, 1996). 
O aumento da disponibilidade de CRH e/ou a hiperatividade do eixo HPA têm 
sido associadas à fisiopatologia da depressão. Essa conclusão vem de uma série de 
achados que mostram aumento da concentração de CRH no líquido céfalo-
raquidiano de pacientes deprimidos e aumento da concentração de CRH e da 
expressão de seu RNAm no núcleo paraventricular (NPV) do hipotálamo (Arborelius 
et al, 1999). Animais separados da mãe (SM) por 3h entre os dias 2 e 14 de vida 
apresentam aumento da resposta de CORT ao estresse de restrição, em razão do 
aumento da expressão de RNAm do CRH no hipotálamo e no núcleo central da 
amígdala e da concentração de CRH na eminência mediana (Plotsky & Meaney, 
1993). Com base nessas evidências, a SM tem sido associada ao aumento de 
comportamento ansioso e da vulnerabilidade para depressão e ansiedade. De fato, 
animais SM despendem menos tempo nos braços abertos do labirinto em cruz 
elevado do que animais EN e CTL, sendo essa alteração revertida com tratamento 
antidepressivo (Huot et al, 2001).  
Os núcleos do tronco cerebral, incluindo NTS e LC, são predominantemente 
NAérgicos e enviam diversas projeções para o NPV do hipotálamo. O aumento da 
liberação de NA no NPV após o estresse induz ativação do eixo HPA. Dada a 
resposta exacerbada do eixo HPA em filhotes submetidos à SM, Plotsky e seu grupo 
lançaram a hipótese de que esses animais exibiriam um aumento de liberação de 
NA no NPV. De fato, observaram que animais submetidos à SM apresentam maior 
concentração de NA no NPV do que animais controle ou do que aqueles 
submetidos à EN tanto em condições basais quanto em resposta ao estresse de 
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restrição. Além disso, observaram uma correlação positiva entre os níveis de NA e 
a resposta de ACTH, indicando que as aferências NAérgicas são responsáveis, pelo 
menos parcialmente, pelo aumento dos níveis de ACTH em resposta ao estresse. 
Finalmente os animais submetidos à SM exibem uma redução significativa na 
concentração de receptores α2 adrenérgicos, localizados na
 
pré-sinapse, tanto no 
LC quanto no NTS, ou seja, o mecanismo regulador de liberação de NA encontra-se 
deficiente nesses animais, levando a um aumento do tônus NAérgico (Ladd et al, 
1996). Este aumento do tônus NAérgico também está associado à diminuição do 
tônus GABAérgico no LC. A ligação de receptores GABAA
 
no LC está diminuída em 
animais SM e controle em comparação aos animais EN. O correlato 
comportamental dessa alteração reflete-se em maior medo dos animais SM e 
menos medo de animais EN em testes de neofobia e de campo-aberto (Caldji et 
al, 2000).  
 
1.3. Memória e eixo HPA versus estimulação neonatal e separação materna 
Memória é o termo utilizado para designar o sistema no qual se processa a 
retenção e o armazenamento de informações e conhecimentos, que são mantidos 
no processo de aprendizagem e que poderão ser resgatados a curto ou longo 
prazo, dependendo do tipo de informação e sua fixação (Kupfermann, 1997; 
Oliveira & Bueno, 1993; Tomaz, 1993).  
Este sistema de memória, desde o século passado, vem sendo considerado 
duplo, ou ainda, dividido em dois tipos diferentes de armazenamento do 
conhecimento e que atualmente são denominados de memória primária (de curto-
prazo), cuja duração é pequena, limitando-se a alguns segundos, minutos ou horas 
de retenção antes de ser perdida; e memória secundária (de longo-prazo) que 
distingue-se por sua capacidade de reter conhecimentos por um longo intervalo de 
tempo e que podem ser localizados e trazidos à consciência durante um intervalo 
infinito (Brandão, 1991; Oliveira & Bueno, 1993; Xavier, 1993; Silva, 1999).  
Recentemente, vários estudos vêm propondo a subdivisão da memória de 
longo prazo em dois tipos de processos que funcionam independentemente um do 
outro (Figura 2) (Kupfermann, 1997; Silva, 1999). São eles: memória declarativa 
(ou explícita), que ocorre quando a capacidade de relembrar e identificar uma 
informação, seja ela verbal ou não, está acessível e conscientemente disponível 
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(Kupfermann, 1997; Oliveira & Bueno, 1993; Xavier, 1993); e memória de 
procedimento (implícita), que ocorre quando a informação adquirida pela 
aprendizagem é independente da consciência, caracterizando-se por um grande 
número de habilidades e hábitos percepto-motores ou cognitivos adquiridos 
gradativamente, que são evocados de maneira inconsciente e automática. Este 
último tipo de memória compreende ainda processos de pré-ativação e 
condicionamento (Kupfermann, 1997; Oliveira & Bueno, 1993; Silva, 1999).  
O processo capaz de transformar uma memória de curto-prazo em uma 
memória de longo-prazo é chamado de consolidação e o uso posterior de tais 
informações é conhecido por evocação (Kupfermann, 1997; Silva, 1999). Porém, 
um estudo mostrou recentemente que a memória de curto prazo não é um passo 
necessário para memória de longo prazo, sendo registros paralelos pré-destinados 
a durar por tempos diferentes. Essa conclusão foi obtida ao observar-se que várias 
drogas infundidas imediatamente após o treino de esquiva inibitória, nas regiões 
CA1 dorsal do hipocampo e córtex entorrinal, podem inibir a memória de curto 
prazo sem alterar a memória de longo prazo. Além disso, a administração de 
antagonista D1 SCH23390 (0.5µg) aumenta a memória de curto prazo sem afetar 
memória de longo prazo quando infundida na região CA1, e bloqueia a memória de 
longo prazo sem afetar a memória de curto prazo quando infundida no córtex 
entorrinal (Izquierdo et al, 1998).    
Alguns estudos têm mostrado que a memória depende de várias regiões do 
encéfalo. Entretanto, existem determinadas regiões cerebrais que terão maior 
participação para um tipo de memória do que para outro (Kupfermann, 1997). 
James Papez (Papez, 1937 apud Machado, 1998) observou em seus estudos 
iniciais, que diversas estruturas do prosencéfalo formam um circuito fechado, 
atualmente conhecido como circuito de Papez. Este circuito é constituído pelas 
seguintes estruturas: hipocampo, fornix, corpos mamilares, fascículo mamilo-
talâmico, núcleos anteriores do tálamo, cápsula interna, giro do cíngulo, giro 
para-hipocampal e, conseqüentemente, hipocampo, fechando assim, o circuito 





























Longo Prazo (MLP) 

































spostas emocionais - 
ígdala 
a 2 Esquema dos tipos con
Após vários estudos 
 Mariano, 1975), int
turas das bordas do c
turas estão localizad
ton, 1991; Kupferman
O circuito de Papez
l fundamental no con
 recentemente, des
amente envolvidas cSemântica – Lobo 
temporal medial agem não-associativa 




Procedimento (hábitos e 
habilidades) - Estriado 
m associativa :        
ento clássico e 
Musculatura esquelética 
- Cerebelo 
ceituais de memória (Kandel et al, 2003). 
baseados na teoria de Papez, MacLean (Maclean, 1952 
roduziu o termo Sistema Límbico, para denominar as 
érebro e do diencéfalo que cercam o hipotálamo. Tais 
as, em sua maior parte, no lobo temporal medial 
n, 1997; Mariano, 1975).  
 localiza-se no Sistema Límbico e ambos apresentam 
trole das atividades emocionais e comportamentais e, 
cobriu-se que as estruturas que os compõe, estão 
om processos de memória e aprendizagem (Guyton, 
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1991; Izquierdo, 1988; Machado, 1998). A participação de outras regiões cerebrais 
tem sido demonstrada, como por exemplo, o envolvimento transitório do estriado 
dorsal no condicionamento de medo ao som (tarefa hipocampo-independente), 
mas não no condicionamento de medo ao contexto – tarefa hipocampo-
dependente (Ferreira et al, 2003). 
O hipocampo, que corresponde à região mais medial do lobo temporal do 
córtex (Guyton, 1991), é considerado como uma das principais estruturas 
envolvidas nos processos de memória (Guyton, 1991; Kupfermann, 1997; Machado, 
1998). Estudos em animais de laboratório têm mostrado um importante papel do 
hipocampo para a consolidação de memórias espaciais, onde estratégias espaciais 
são utilizadas pelo animal para identificar um ambiente rapidamente e detectar 
de modo eficiente alguma mudança introduzida nesse ambiente (O’Keefe & Nadel, 
1978; Oliveira et al, 1997).  
Além de sua função na memória, o hipocampo tem recebido considerável 
atenção como potencial regulador do sistema de retroalimentação negativa do 
eixo HPA (Jacobson & Sapolsky, 1991), visto que essa estrutura contém alta 
densidade de receptores glicocorticóides (GR) e mineralocorticóides (MR) (McEwen 
et al, 1968).  Os receptores MR (ou tipo I) estão envolvidos com as funções basais 
e permissivas dos GC, enquanto que os receptores GR (ou tipo II) parecem estar 
envolvidos com controle do retroalimentação negativa do eixo HPA (Beane et al, 
2002; Meaney et al, 1988). Além disso, a formação hipocampal possui projeções 
para o núcleo paraventricular do hipotálamo (Risold et al, 1997; Petrovich et al, 
2001). Vários estudos mostram que a lesão do hipocampo aumenta a secreção 
basal de corticosterona (Moberg et al, 1971; Fischette et al, 1980; Wilson et al, 
1980; Sapolsky et al, 1984; Jacobson & Sapolsky, 1991; Herman et al, 1989), 
porém essas lesões foram realizadas por aspiração ou transecção da fimbria-
fornix, causando danos às fibras de passagem e aos sistemas adjacentes como os 
córtices parahipocampais e outras estruturas subcorticais. Porém, recentemente 
demonstrou-se que lesões de hipocampo com ácido ibotênico, que poupam o 
axônio, produzem prejuízo de desempenho em testes de memória, mas não 
causam as mesmas alterações na resposta de corticosterona, como descrito 
anteriormente, indicando que outras áreas encefálicas são responsáveis pela 
regulação da atividade do eixo HPA (Tuvnes et al, 2003). Ainda assim, vários 
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estudos procuram investigar as relações existentes entre estresse e memória, pois 
é sabido que os glicocorticóides têm participação nos processos de consolidação 
de memória. Os GCs apresentam um efeito permissivo em processos de 
aprendizagem e memória, que dependem de concentrações plasmáticas ótimas e 
do balanço na ocupação dos receptores MR e receptores GR (Joëls et al, 2006). 
Assim, animais adrenalectomizados ou tratados com bloqueador dos receptores GR 
apresentam prejuízos na tarefa de condicionamento de medo ao contexto, mas 
não na tarefa de condicionamento de medo ao som (Pugh et al, 1997a; Pugh et al, 
1997b). A administração de CORT, 30 min antes do teste de retenção em esquiva 
inibitória prejudica a recuperação de memória contextual 48h após o treino 
(Roozendaal et al., 2004). Tal resultado complementa resultados obtidos 
anteriormente, em que a administração de um agonista especifico de receptores 
GR (RU28362) no hipocampo, prejudica a recuperação de informações espaciais, 
na tarefa de labirinto aquático de Morris. Os resultados de ambos os estudos 
indicam que os GCs têm um importante papel na recuperação de informações 
contextual e espacial hipocampo-dependentes (Roozendaal et al, 2003; 
Roosendaal et al, 2004). 
Os efeitos do estresse na aprendizagem e memória têm sido bem 
documentados em várias espécies, de peixes a humanos. Por isso, modelos animais 
podem ser úteis para compreender as alterações neurais subjacentes que 
medeiam esses efeitos. O estresse pode atuar de várias maneiras para afetar os 
processos que caracterizam a aprendizagem e memória. Entre as estruturas 
centrais envolvidas nesses processos, podemos citar o hipocampo. Por meio do 
condicionamento de medo a um estímulo discreto, um estímulo neutro (luz, som - 
Estímulo condicionado [EC]), quando pareado a um estímulo aversivo (choque nas 
patas - Estímulo incondicionado [EI]) passa a induzir respostas defensivas ou de 
medo que incluem o “freezing” ou congelamento (completa imobilidade do 
animal), defecação, piloereção, aumento de pressão arterial e de batimentos 
cardíacos e liberação de hormônios das glândulas adrenais (Blanchard & 
Blanchard, 1969; Smith & De Vito, 1984). A resposta condicionada de medo 
também pode ser eliciada com o condicionamento de medo ao contexto, 
colocando-se o animal no mesmo ambiente onde o estímulo aversivo foi 
anteriormente apresentado. Neste caso, as respostas não resultam de um estímulo 
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que foi claramente pareado com o EI, mas sim por alguma combinação dos vários 
estímulos ditos “contextuais” que estavam presentes no ambiente onde o choque 
nas patas ocorreu e que continuam presentes no momento em que o animal 
retorna a esse ambiente. Estas respostas podem ser consideradas como 
condicionadas a pistas ou sugestões contextuais de características e objetos 
presentes no ambiente (Kim & Fanselow, 1992; Phillips & LeDoux, 1992). Assim, 
utilizando esses paradigmas é possível estabelecer a importância do hipocampo no 


















































































2.1. Hipótese Experimental 
Alguns estudos a respeito dos efeitos de manipulações precoces têm sugerido 
que o grau de exposição do hipocampo à corticosterona parece ser um fator 
determinante na perda de neurônios durante o envelhecimento de ratos, já que 
animais EN apresentam maior número de GR, menor secreção de GC ao longo da 
vida e menor perda de células durante o envelhecimento como mencionado 
anteriormente. Assim a menor exposição acumulativa aos GC nos ratos EN sugere 
que a degeneração hipocampal possa ser menos pronunciada e com isso a 
sensibilidade do sistema de retroalimentação negativa estaria preservada e 
possivelmente os processos relacionados com a memória dependente de 
hipocampo estariam menos prejudicados durante o envelhecimento devido a uma 
menor perda celular desta região (Beane et al, 2002; Meaney et al, 1988; Pham et 
al, 1999).  
Deste modo, o processo inverso poderia ser sugerido para os animais 
submetidos à SM, já que tem se observado que os mesmos quando comparados aos 
animais EN apresentam uma resposta de ACTH e de corticosterona ao estresse 
aumentada, além de um retroalimentação negativa pouco eficiente, talvez por um 
possível dano nas células hipocampais (Ladd et al, 2004; Huot et al, 2002). Para 
examinarmos os efeitos do “estresse precoce” na memória de ratos adultos 
utilizamos paradigmas de manipulações durante a infância: Estimulação Neonatal 
(EN) e Separação Materna (SM). Acredita-se que diferenças no cuidado materno 
quando a mãe reencontra sua prole após uma separação de 15 min (EN) ou 180 
min (SM) podem revelar diferenças na responsividade do eixo HPA, e isto poderia 
estar relacionado com alterações nos processos mnemônicos a longo-prazo nestes 
animais. 
Embora pouco se conheça sobre tais mecanismos, essas alterações mediadas 
tanto pela EN como SM poderiam nos fornecer informações valiosas sobre as 
patologias geradas pela desregulação do eixo HPA, que poderiam estar 
relacionadas, afetando ou não, os processos de memória dependente do 







Dada a estreita relação entre estresse e hipocampo na aquisição e no 
processamento de eventos mnemônicos (Joëls et al, 2006), o presente 
experimento teve por objetivo avaliar o desempenho de animais não-manipulados 
(CTL), estimulados neonatalmente (EN) e separados da mãe (SM) em duas tarefas 
de memória relacionadas entre si, porém com diferentes bases neurais, quais 
sejam: condicionamento de medo ao contexto (hipocampo-dependente) e 
condicionamento de medo ao som (hipocampo-independente). Além disso, 
avaliamos as respostas de ACTH e corticosterona aos testes comportamentais, a 
fim de estabelecer uma possível relação entre o desempenho dos animais e a 

































Sujeitos: Ratos Wistar, provenientes do Departamento de Psicobiologia da 
Universidade Federal de São Paulo foram utilizados para cruzamento. O 
cruzamento e alojamento das mães e suas respectivas ninhadas ocorreram sob 
condições constantes de iluminação (ciclo claro-escuro de 12 h, luzes acesas entre 
7h00 e 19h00) e temperatura ambiente (23 ± 2°C). Os machos permaneceram com 
as fêmeas (1:2) por um período de 14 dias, quando então foram retirados e as 
fêmeas alojadas individualmente em gaiolas plásticas. Cinco dias após o 
alojamento individual das fêmeas, as gaiolas foram inspecionadas diariamente 
para detecção de filhotes. O dia do nascimento foi designado Dia 0. No Dia 1, as 
ninhadas foram homogeneizadas para 5 machos e 3 fêmeas. O desmame foi 
realizado aos 22 dias de vida, quando então os animais foram separados por sexo, 
em grupos de 5 e 3 animais.  
 
Manipulações precoces: Entre os dias 2 e 14 de vida, os filhotes do grupo SM foram 
separados diariamente de suas mães por um período de 3 h, enquanto que os do 
grupo EN, ficaram separados por um período de 15 min. A ninhada foi retirada da 
gaiola-moradia e alojada em outra gaiola sobre uma almofada elétrica, para 
manter a temperatura do ninho. A cada 5 dias, durante o período de manipulação, 
as gaiolas-moradia foram limpas, substituindo-se metade da serragem por material 
novo. O grupo controle não foi manipulado (CTL), exceto pela limpeza das gaiolas 
a cada 5 dias. Ao final do período de SM e EN (15 dias vida), mãe e ninhada 
permaneceram juntas na gaiola-moradia, sem distúrbio, até o desmame, aos 22 
dias de vida. 
 
Coleta de sangue: As amostras foram coletadas por decapitação, em tubos gelados 
contendo uma solução de EDTA (60 mg/ml, 0,1 ml/tubo). As amostras foram 
centrifugadas a 2.300 rpm por 20 min a 4°C. O plasma foi extraído e mantido em 
freezer a -20°C até a determinação dos níveis de CORT, através do método de 
radioimunoensaio utilizando kit comercial (ICN Biomedicals, CA, USA), e de ACTH 
pelo método imunoenzimático de quimiluminescência (DPC Immulite, CA, USA).  
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Aparelho: Para a realização dos estudos de aprendizagem e memória, foi utilizada 
uma caixa preta de 22 cm de comprimento, 21 cm de largura e 22 cm de altura 
com padrão de quadrados brancos em suas paredes internas. O chão da caixa 
possui barras de ferro com distância de 1 cm entre elas, por onde passou uma 
corrente elétrica. A tampa era de acrílico transparente para que fosse possível 
observar e medir o comportamento do animal. Essa caixa foi conectada a uma 
fonte de choque automática modelo Ugo Basile 7551 (Figura 3). 
 
3.1. Condicionamento de Medo ao Contexto 
Os animais foram testados aos três meses de idade. No dia 1, dia do Treino, 
cada animal foi confinado no compartimento escuro da caixa de esquiva e após 2 
minutos de familiarização recebeu 5 choques nas patas (de 0,6 mA/1s cada), com 
intervalos de 30s entre cada um deles. Um minuto após o último choque o animal 
foi retirado do aparelho. O choque nas patas foi o estímulo incondicionado e o 
ambiente (contexto), o estímulo condicionado.  
No dia 2, dia do Teste, o animal foi colocado no mesmo contexto 24h após o 
treino, isto é, no compartimento escuro da caixa de esquiva e nenhum estímulo 
foi apresentado. O tempo de congelamento foi registrado minuto a minuto 
durante 5 minutos de permanência do animal no aparelho. O tempo de 
congelamento por minuto de cada animal foi utilizado como medida de 





Figura 3 - Esquema da tarefa de condicionamento de medo ao contexto de dois dias – treino/teste. 
 
3.2. Condicionamento de Medo ao Som 
Após atingirem os três meses de idade, os animais CTL, EN e SM foram 
colocados individualmente, por 5 min, no compartimento escuro da caixa de 
esquiva, com a porta que dá acesso ao compartimento claro fechada. Após 2 min, 
o animal recebeu 5 pareamentos som-choque (estímulo condicionado - estímulo 
incondicionado). O som, estímulo condicionado, teve duração de 5s e intensidade 
de 90 dB e no último segundo de duração foi liberado um choque de 1s de duração 
e 0,6 mA de intensidade. Foi mantido um intervalo de 30s entre cada pareamento. 
Um minuto após o último pareamento, cada animal foi retirado do aparelho e 
recolocado na caixa de origem.  
No dia 2, 24h após o treino, cada animal foi colocado em uma câmara 
cilíndrica de teste (ambiente desconhecido) onde permaneceu por 6 min. Durante 
os 4° e 5° minutos de permanência na câmara, apenas o estímulo condicionado 
(som) foi apresentado 5 vezes ao animal, com o mesmo padrão daquele do treino, 
começando no 3° minuto (Figura 4).  
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Figura 4 - Esquema da tarefa de condicionamento de medo ao som. 
 
3.3 Curva de Aprendizagem no Condicionamento Contextual de Medo 
3.3.1 Teste de Sensibilidade ao Choque  
Ao atingirem os três meses de idade, cada animal foi colocado 
individualmente no compartimento escuro da caixa de esquiva (ambiente 
desconhecido) e após 2min de reconhecimento foi dado choques min a min com 
intensidade crescente de 0,1 mA, começando por 0,1 mA até os animais 
apresentarem o comportamento de pular e ou vocalizar (intensidade máxima de 
choque = 0.6mA). O dia da sensibilização foi considerado dia 0 (Figura 5).  
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Figura 5 - Esquema do teste de sensibilidade ao choque. 
 
3.3.2. Curva de aprendizagem 
Cerca de 4 dias após o teste de sensibilização, os animais foram submetidos a 
está tarefa que consistiu em:  
Nos dias 1, 2, 3 e 4, dias de Treino, cada animal foi confinado no 
compartimento escuro da caixa de esquiva e após 2 minutos de familiarização 
recebeu 2 choques nas patas (de 0,6 mA/1s cada), com intervalos de 30s entre 
cada um deles. Dois minutos e meio depois do último choque o animal foi retirado 
do aparelho. O choque nas patas foi o estímulo incondicionado e o ambiente 
(contexto), o estímulo condicionado.  
No dia 5, dia do Teste, o animal foi colocado no mesmo contexto e nenhum 
estímulo foi apresentado. O tempo de congelamento foi registrado minuto a 
minuto durante 2 minutos de permanência do animal no aparelho. O tempo de 
congelamento por minuto de cada animal foi utilizado como medida de 
condicionamento (Figura 6). 
 
 
Figura 6 - Esquema da tarefa de condicionamento de medo ao contexto - curva de aprendizagem. 
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Todas as tarefas comportamentais descritas foram conduzidas no esquema 
“cego”, sem que o experimentador soubesse a que grupo cada animal pertencia.  
 
3.4. Sacrifício 
Os animais foram decapitados para obtenção de plasma para futura 
determinação dos níveis de ACTH e CORT. Os sacrifícios ocorreram por 
decapitação antes (basal), 5, 25 e ou 45 min após os testes. As amostras foram 
coletadas em tubos gelados contendo uma solução de EDTA (60 mg/ml, 0,1 
ml/tubo). As amostras foram centrifugadas a 2.300 rpm por 20 min a 4°C. O 
plasma foi extraído e mantido em freezer a -20°C. 
 
3.5. Análise Estatística 
O tempo de congelamento exibido durante o teste nas tarefas de 
condicionamento de medo ao contexto ou ao som foi analisado por ANOVA de 2 
vias para medidas repetidas, considerando-se Grupo (CTL, EN, SM) e minuto 
(medida repetida: min 1, min 2, min 3, min 4, min 5 para o condicionamento de 
medo ao contexto e min 1, min 2, min 3, min 4, min 5, min 6 para o 
condicionamento de medo ao som) como fatores principais. Para a análise da 
curva de aprendizado no condicionamento de medo ao contexto foi utilizada 
ANOVA de 2 vias para medidas repetidas, considerando-se Grupo (CTL, EN, SM) e 
dia (medida repetida: dia 1, dia 2, dia 3, dia 4, dia 5) como fatores principais. O 
teste de sensibilidade ao choque foi analisado por ANOVA 1 via para medidas 
repetidas, considerando-se Grupo como fator (CTL, EN e SM). A análise dos níveis 
hormonais foi realizada por ANOVA de 2 vias, considerando-se Grupo (CTL, EN, SM) 
e Tempo (basal, 5, 25, 45 min) como fatores. Quando necessário, o teste a 
posteriori empregado foi o Teste de Newman-Keuls. Em todos os casos, o nível de 








































4.1. Condicionamento de Medo ao Contexto 
4.1.1. Avaliação Comportamental  
Tempo de congelamento (Figura 7): A ANOVA de 2 vias revelou um efeito principal 
do minuto F(4,208) = 11,843; p = 0,0001), mas não do grupo. A análise do efeito 
minuto mostrou que todos os grupos apresentaram menor tempo de congelamento 

































Figura 7 - Tempo de congelamento em cada minuto (média ± e.p.), nos 5 minutos de Teste na 
tarefa de condicionamento de medo ao contexto, em animais CTL (n=14), EN (n=24) e SM (n=17). ‡ 
- Diferente de todos os outros tempos. 
 
4.1.2. Avaliação Hormonal 
Níveis plasmáticos de ACTH (Figura 8A): A ANOVA de 2 vias revelou um efeito do 
Tempo nos níveis plasmáticos de ACTH F(3,72) = 60,91; p = 0,00001). Todos os 
grupos apresentaram uma elevação dos níveis de ACTH ao final do teste (T = 5 
min) em comparação com os níveis basais (p = 0,0001) e com os níveis aos 25 e 45 
min (p = 0,0001).  Os níveis basais foram mais baixos do que todos os outros 




Níveis plasmáticos de corticosterona (Figura 8B): A análise de variância detectou 
efeito do tempo de sacrifício F(3,70) = 53,35; p = 0,00001) e uma interação entre os 
dois fatores F (6,70) = 2,76; p = 0,018). A análise de Newman-Keuls indicou que 
todos os grupos apresentaram aumento dos níveis plasmáticos ao final do teste (T 
= 5 min) em relação aos níveis basais (p ≤ 0,0002). Após esse pico, entretanto, os 
grupos comportaram-se de maneira diferente, ou seja, para o grupo CTL os níveis 
plasmáticos de CORT foram reduzidos aos 25 e aos 45 min (p ≤ 0,02), porém 
continuaram mais altos do que os níveis basais (p ≤ 0,05). Para o grupo EN, os 
valores obtidos aos 25 e 45 min foram semelhantes aos níveis basais de 
corticosterona e menores do que aos 5 min (p ≤ 0,0002). Finalmente, os animais 
submetidos à SM apresentaram uma secreção sustentada de CORT que perdurou 
até os 25 min (p ≤ 0,0002), porém aos 45 min esses níveis já haviam retornado ao 
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4.2.Condicionamento Clássico de Medo 
4.2.1. Avaliação Comportamental  
Tempo de congelamento (Figura 9): A análise de variância para medidas repetidas 
mostrou um efeito do tempo F(5,320) = 143,193; p < 0,000001, em que houve um 
aumento progressivo do tempo de congelamento em relação ao primeiro minuto (p 
< 0,0001). A partir do terceiro minuto, ou seja, após a apresentação do som, 
ocorreu um aumento adicional e progressivo (4° min > 3° min; p < 0,00009 e 5° 





























Figura 9 - Tempo de congelamento medido a cada minuto, antes e após a apresentação do som 
(média ± e.p.), na tarefa de condicionamento clássico de medo ao som, em animais SM (n=25), EN 
(n=26) e CTL (n=16). A seta indica a emissão de som. * - Diferente dos valores pré-som. 
 
4.2.2. Avaliação Hormonal  
Níveis plasmáticos de ACTH (Figura 10A): A ANOVA de 2 vias revelou um efeito do 
tempo de sacrifício F(3,84) = 225,123; p = 0,000001). A análise desse efeito mostrou 
que todos os grupos apresentaram uma elevação nos níveis de ACTH 
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imediatamente após o teste e esses níveis permaneceram elevados até o último 
tempo, sem que houvesse qualquer retorno aos níveis basais (p ≤ 0,0002).  
Níveis plasmáticos de corticosterona (Figura 11B): A ANOVA de 2 vias revelou um 
efeito do tempo de sacrifício nos níveis plasmáticos de CORT F (3,82) = 70,077; p = 
0,000001). Neste caso, houve elevação dos níveis no tempo 5 min, permanecendo 
elevados até os 25 min (p ≤ 0,0002). Porém, aos 45 min houve uma redução desses 



















































Figura 10 - Níveis plasmáticos de AC
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4.3. Sensibilização e Curva de Aprendizagem no Condicionamento de medo ao 
contexto 
4.3.1. Avaliação Comportamental 
Teste de sensibilidade ao choque: Nenhuma diferença entre os grupos foi 
encontrada (Tabela 1). 
 
Tabela 1 – Intensidade de choque nas patas para emissão de comportamentos de 
saltar e vocalização em animais submetidos à estimulação neonatal (EN) ou 
separação materna (SM) durante o desenvolvimento. Os valores são apresentados 
em média e e.p. de 19 a 24 animais/grupo. 
Intensidade (mA) CTL EN SM 
Sapatear 0,25 ± 0,02 0,26 ± 0,01 0,23 ± 0,01 
Saltar/Vocalizar 0,42 ± 0,02 0,46 ± 0,02 0,46 ± 0,02 
 
Tempo de congelamento (Figura 12): Na comparação do tempo de congelamento 
no período pré-choque entre todos os dias, a ANOVA de duas vias para medidas 
repetidas revelou interação entre Grupo e Dia F(8, 268)  = 2,072; p = 0,04). A análise 
dessa interação indicou que a partir do 3° dia de exposição ao contexto os animais 
do grupo CTL apresentaram um aumento no tempo de congelamento em relação 
ao 1° e 2° dias (p ≤ 0,02), sendo que esse parâmetro continuou a aumentar nos 4° 
e 5° dias de exposição ao contexto (p ≤ 0,05). Para os animais do grupo EN, o 
tempo de congelamento foi maior nos 3°, 4° e 5° dias de exposição ao contexto 
do que no 1° dia (p ≤ 0,0002). O tempo de congelamento do grupo SM foi maior 
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Figura 11 - Tempo de congelamento (média ± e.p.), no período pré-choque dos 5 dias da tarefa de 
condicionamento contextual, em animais SM (n= 27), EN (n= 23) e CTL (n= 20).   
* - Diferente de D1 e D2; † - diferente de D3.  
 
4.3.2. Avaliação Hormonal 
Níveis plasmáticos de ACTH (Figura 13A): A ANOVA revelou um efeito do tempo de 
sacrifício F(3,86) = 130,537; p = 0,00001. Os níveis de ACTH estavam mais elevados 
aos 5 min, comparado aos valores aos 25 e 45 min (p ≤ 0,0002) e estes, maiores do 
que os níveis basais (p ≤ 0,03). 
Níveis plasmáticos de corticosterona (Figura 13B): Também observou-se um efeito 
do tempo para os níveis de CORT F(3,101) = 19,981; p = 0,00001. Os níveis mais altos 
de corticosterona foram observados aos 25 min, em comparação aos 45 min (p ≤ 
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Figura 13 - Níveis plasmáticos de ACTH (A) e de corticosterona (B) obtidos em animais que não 
foram submetidos ao condicionamento clássico (Basal) e 5, 25 e 45 min após o início do teste no 
último dia da curva de aprendizagem. Os valores são apresentados como média ± e.p. de 6 a 10 
animais/grupo/tempo [basal (CTL n=8; EN n=8 e SM n=6), 5 min (CTL n=6; EN n=10 e SM n=8), 25 
min (CTL n=10; EN n=7 e SM n=9) e 45 min (CTL n=10; EN n=8 e SM n=9)]. 









































Os resultados do presente estudo mostraram que as manipulações realizadas 
no início da vida não prejudicaram a memória de ratos Wistar machos quando 
testados, na idade adulta, nas tarefas de condicionamento de medo ao contexto 
ou de condicionamento clássico de medo ao som. Em função de dados obtidos em 
outros estudos, foi surpreendente observar que a separação materna não tivesse 
resultado em qualquer prejuízo de memória hipocampo-dependente (Huot et al., 
2002; Huot et al., 2004; Ladd et al, 2004; Plotsky & Meaney, 1993). É possível, 
porém, que a quantidade de choques emitida em um dia de treino tenha sido o 
bastante para desencadear um estresse suficientemente intenso, para que os 
animais dos três grupos aprendessem a tarefa igualmente, ou seja, qualquer 
diferença poderia ter sido mascarada pelo intenso estresse. Por isso realizamos o 
Experimento 3, em que os animais foram expostos ao choque por quatro dias 
consecutivos. Nesse caso, os ratos CTL e EN apresentaram aumento no tempo de 
congelamento no 3° dia, enquanto que no grupo SM, esse aumento ocorreu apenas 
nos 4° e 5° dias, indicando que a separação materna retardou, porém não impediu 
o aprendizado dessa tarefa. 
Embora não se tenha observado qualquer diferença comportamental entre os 
grupos CTL, EN e SM no condicionamento de medo ao contexto seguindo o 
protocolo treino/teste (dois dias), houve uma diferença na resposta hormonal. 
Após o teste, o grupo EN retornou mais rapidamente aos valores basais do que os 
outros dois grupos, sugerindo que estes animais apresentaram um sistema de 
retroalimentação negativa mais eficiente, enquanto que os animais do grupo SM 
mantiveram os níveis de CORT elevados por mais tempo sugerindo um feedback-
negativo prejudicado em comparação com os outros dois grupos, o que vai ao 
encontro de dados obtidos anteriormente (Ladd et al, 2004; Plotsky & Meaney, 
1993). Além disso, ratos machos EN apresentam uma recuperação mais rápida dos 
níveis de CORT após serem submetidos ao estresse crônico de restrição de 
movimentos e exibem atenuação do condicionamento de preferência a lugar, 
induzido pela anfetamina, quando comparados ao grupo CTL (Campbell & Spear, 
1999). 
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O número de publicações a respeito dos efeitos das intervenções precoces 
em processos de aprendizado e memória é bastante restrito. De forma geral, os 
poucos estudos envolvendo os paradigmas de intervenções precoces relatam que, 
em ratos Sprague-Dawley, a separação materna prejudica o desempenho de 
animais no labirinto aquático de Morris, uma tarefa hipocampo-dependente (Huot 
et al, 2002). Por outro lado, os estudos que avaliam os efeitos da estimulação 
neonatal são unânimes em demonstrar o efeito benéfico dessa manipulação em 
tarefas hipocampo-dependentes (Garoflos et al, 2005; Meaney et al, 1991; Tang, 
2001).  Animais submetidos à EN apresentam um melhor desempenho no labirinto 
aquático de Morris do que animais CTL, despendendo maior tempo no quadrante 
alvo e menor, no quadrante oposto. Após essa tarefa, os animais EN apresentam 
maior número de células imunorreativas para GR e menor para MR na região CA2 
do hipocampo, demonstrando um aumento da razão GR/MR (Garoflos et al, 2005). 
Além disso, já havia sido demonstrado que animais EN apresentam uma redução 
na responsividade do eixo HPA, monstrando menores níveis de ACTH e CORT em 
resposta  ao teste de “airpuff-startle“, ao serem comparados ao grupo SM; o grupo 
EN também apresenta redução do comportamento do tipo-ansioso, despendendo 
mais tempo nas zonas periférica e central do campo aberto e menor tempo no 
tubo de restrição quando comparados ao grupo SM. Nesse mesmo estudo, 
observou-se uma diminuição significativa da densidade de fibras musgosas 
hipocampais em animais SM adultos, sugerindo uma hipoplasia e nenhuma 
diferença no volume do giro denteado quando comparados com grupo EN, 
indicando que a citoarquitetura e a função hipocampal são perturbadas em 
animais adultos devido a separação materna neonatal de 180 min (Huot et al, 
2002). 
O melhor desempenho dos animais EN pode ser atribuído ao aumento dos 
níveis de GR, uma vez que esses receptores estão envolvidos com a consolidação 
de informações aprendidas e sua ativação é um pré-requisito para a memória (De 
Kloet et al, 1998), uma vez animais adrenalectomizados ou tratados com 
bloqueador dos receptores GR apresentam prejuízos na tarefa de condicionamento 
de medo ao contexto hipocampo-dependente (Phillip & LeDoux, 1992). Outro 
possível mediador para esse efeito benéfico da estimulação neonatal na memória 
é o fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF), cuja expressão está aumentada 
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em animais submetidos à estimulação neonatal (Garoflos et al, 2005) e reduzida 
no córtex pré-frontal de ratos submetidos à separação materna (Roceri et al, 
2004).  
Os resultados do Experimento 2, em que os animais foram testados no 
condicionamento clássico de medo ao som mostraram que as manipulações 
utilizadas não influenciaram o desempenho nessa tarefa. Os estudos que exploram 
o impacto de manipulações neonatais sobre a tarefa de condicionamento clássico 
de medo ao som são ainda mais escassos. Porém, nossos resultados são 
semelhantes a achados anteriores. Um trabalho relata que a separação materna 
por 1h dos dias 2 a 9 de vida não produz alteração no tempo de congelamento de 
animais quando da apresentação de um som anteriormente pareado ao choque 
(Kosten et al, 2005). Esse estudo, no entanto, também falhou em relatar alteração 
na tarefa de condicionamento de medo ao contexto, talvez devido ao período em 
que o isolamento foi realizado (2 a 9 dias de vida) ou à duração da separação 
(1h/dia). Porém, quando separados da mãe por 3h, do dia 1 ao 10 de vida, os 
filhotes não apresentaram diferença no tempo de congelamento ou na latência 
para extinção do medo condicionado em comparação ao grupo controle (Madruga 
et al, 2005). Os nossos resultados também mostram que os animais reagiram 
igualmente ao som, pois após a apresentação do mesmo, houve um aumento 
significativo no tempo de congelamento, que persistiu até o final do período de 
permanência dos animais na câmera de teste. Esses resultados indicam que a 
separação materna não afeta tarefas de memória hipocampo-independentes. 
Quanto à resposta de estresse, observamos que os três grupos emitiram uma 
resposta robusta de ACTH e corticosterona, e mais importante, essa liberação não 
retornou aos valores basais, como visto em outros experimentos. Essa resposta 
exacerbada pode indicar que essa tarefa é mais aversiva do que o 
condicionamento de medo ao contexto.  
Finalmente, no Experimento 3 foi possível revelar uma diferença sutil entre 
os grupos, em que o protocolo de re-exposição ao contexto seguido de choque, 
revelou que os animais do grupo SM necessitaram de mais exposições para 
manifestar a lembrança da situação aversiva do que os grupos CTL e EN. O grupo 
CTL, por sua vez, apresentou um aumento progressivo do tempo de congelamento 
ao ser re-exposto ao ambiente aversivo, indicando que esse grupo foi mais 
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afetado. Essa diferença não foi decorrente da sensibilidade dos animais ao 
choque, pois todos os grupos emitiram respostas com as mesmas intensidades de 
choque. No entanto, ao analisarmos a resposta de corticosterona após a tarefa, 
podemos notar que os animais SM secretaram menos esteróide, enquanto que os 
animais CTL secretaram mais hormônio em resposta ao ambiente (não houve 
apresentação de choque na última exposição), o que poderia sugerir que, mais do 
que diferenças de capacidade de memória, esses grupos apresentam diferenças de 
percepção da situação aversiva. Além disso, o padrão de resposta de 
corticosterona nesse experimento foi muito diferente daquele observado nos 
experimentos 1 e 2, em que o aumento dos níveis plasmáticos que ocorreu 
imediatamente após a tarefa foi sustentado até os 25 min, enquanto que no 
último experimento, os níveis não se modificaram imediatamente, elevando-se 
apenas aos 25 min. É possível que a re-exposição diária dos animais ao ambiente 
tenha produzido uma habituação, prevenindo um efeito da expectativa nos 
mesmos. 
O fato de que a separação materna não tenha resultado em prejuízo no 
desempenho em tarefas hipocampo-dependente e independente reforça a noção 
de que o impacto dessas manipulações possa estar associado à linhagem dos 
animais. Anteriormente, relatamos que a estimulação neonatal ou a separação 
materna não produziram alterações no sono basal em ratos machos, porém ratos 
submetidos à SM apresentaram aumento de sono paradoxal em resposta ao 
estresse agudo de frio (Tiba et al, 2004). Resultados semelhantes foram obtidos 
com fêmeas (dados não publicados).  
O mediador mais provável desses efeitos neurocomportamentais, pelo menos 
em ratos da linhagem Sprague-Dawley, parece ser as mudanças de comportamento 
materno induzidas pelas separações de 15 (EN) ou de 180 min (SM). Por exemplo, 
quando os filhotes EN são reunidos às suas mães, estas apresentam um aumento 
de comportamentos mais cuidadosos, como lamber e amamentação com as costas 
arqueadas (Liu et al, 1997). Além disso, filhotes de mães espontaneamente mais 
cuidadosas apresentam um melhor desempenho no labirinto aquático de Morris e 
maiores níveis de RNAm de BDNF no hipocampo do que filhotes de mães pouco 
cuidadosas (Liu et al, 2000). Os prejuízos neuroendócrinos produzidos por 
separações longas (SM) podem ser evitados se a ninhada separada for substituída 
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por outra ninhada. Dessa forma, a mãe adota a nova ninhada, enquanto seus 
filhotes ficam separados. Porém, quando reunidos, as mães mantêm o 
comportamento materno normal, o que previne a ocorrência dos prejuízos. 
Portanto, as separações parecem ter maior impacto nas mães do que nos filhotes 
(Huot et al, 2004). Na tentativa de determinar possíveis alterações de 
comportamento materno em mães Wistar, observamos que o resgate e alojamento 
de filhotes SM no ninho é mais rápido do que de filhotes EN, indicando um 
aumento do comportamento materno (Tiba et al, 2004). Nossos resultados vão ao 
encontro dos achados de Pryce e colaboradores (2003), em que ratos Wistar 
submetidos à SM por 240 min comportam-se da mesma forma que animais EN e 
melhor do que o grupo CTL em tarefas de esquiva ativa, condicionamento de 
medo ao contexto e ao som, além de que os animais SM apresentam melhor 
desempenho no labirinto aquático de Morris em comparação com animais CTL 
(Pryce et al, 2003). 
Em resumo, o presente estudo mostrou que a separação materna não 
resultou em prejuízo de memória em tarefas hipocampo-dependente ou 
independente. Além disso, as respostas de ACTH e corticosterona a cada uma das 
tarefas foram semelhantes entre os grupos, exceto em resposta ao 
condicionamento de medo ao contexto, quando os animais EN mostraram um 
sistema de retroalimentação negativa mais eficiente, enquanto que os animais SM 
apresentaram um retroalimentação negativa menos eficiente. Assim, concluímos 
que em ratos Wistar, as manipulações precoces não produzem maior impacto no 






































Em resumo, nossos resultados sugerem que: 
1. As manipulações neonatais realizadas não foram capazes de prejudicar o 
desempenho de ratos Wistar machos nas tarefas comportamentais de 
condicionamento de medo ao contexto e ao som. 
2. Em resposta ao condicionamento de medo ao contexto, no protocolo 
treino/teste, os animais do grupo EN apresentaram uma recuperação mais 
rápida dos níveis de CORT, quando comparados aos grupos CTL e SM.  
3. Não foram observadas diferenças entre os grupos CTL, EN e SM, nos níveis 
de CORT e ACTH em resposta ao condicionamento de medo ao som e 
contexto – Curva de Aprendizagem. 
4. As manipulações utilizadas não alteraram a sensibilidade ao choque em 
animais dos diferentes grupos. 
5. A SM não impediu, porém, retardou o aprendizado da tarefa de 
condicionamento de medo ao contexto – Curva de Aprendizado, já que os 
grupos EN e CTL apresentaram aumento no tempo de congelamento no 
terceiro dia de treino, enquanto que o grupo SM só demonstrou esse 
aumento no quarto dia de treino. 
 
Assim, concluímos que as manipulações neonatais utilizadas não resultaram 
em prejuízo de memória em tarefas hipocampo-dependente ou independente, 
embora esses achados revelem um sutil impacto da SM na aprendizagem de ratos 
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Introduction: Previous studies have shown that early life manipulations in rats 
result in behavioral, neurochemical and neuroendocrine changes that may be 
beneficial or detrimental. Therefore, early handling (EH) reduces the stress 
response, whereas maternal separation increases the stress response. 
Objective: To investigate the effects of EH and MS on learning tasks in Wistar 
rats, assessed by context fear conditioning (hippocampus-dependent task) and by 
classical fear conditioning (hippocampus-independent task). 
Material and Methods: Upon being born, litters were distributed in three groups: 
non-handled controls (CTL), which were not disturbed until weaning (post-natal 
day [pnd] 22); EH, which were separated from the mother for 15 min/day (from 
pnd 2-14); and MS, which were separated from the mother for 3 h/day, during the 
same period in life as EH. At 3 month-old, rats were submitted to: 1) context fear 
conditioning, 2-day protocol: training/test; 2) classical fear conditioning; 3) 
context fear conditioning learning curve, which consisted of four training days, 
when the rats received two footshocks/day and on the 5th day (test day) no shock 
was delivered. For all tasks, the measurement of learning was time of freezing. 
Additional groups of rats were used to investigate the ACTH and corticosterone 
responses of these groups to the learning tasks. Rats were sacrificed before 
(basal) and 5, 25 and 45 min after each one of the tests. Results: No difference in 
freezing time was observed among the groups for the context fear conditioning. 
However, EH rats exhibited a more efficient negative feedback system than CTL 
and MS rats. All groups displayed similar time of freezing and ACTH and 
corticosterone responses to the classical fear conditioning. Finally, on Experiment 
3, we observed a delayed learning in MS rats, compared to the other groups, 
despite the lack of difference in shock sensitivity among the groups. In conclusion, 
EH has not improve neither has MS impaired learning in the tasks used, although 
there was a discrete delay in the learning curve of MS rats. 
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